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摘  要 
III 
摘  要 
与 Rab 蛋白相互作用的溶酶体蛋白 RILP 是小分子 GTP 酶 Rab7 的一种下游
效应因子，它可以通过与动力蛋白-动力蛋白激活蛋白复合体相互作用，使囊泡
向高尔基体附近转移，从而参与调控晚期胞吞过程。 
Rabring7 是近来发现的 Rab7 的另一种靶蛋白，它可以与 Rab7 的 GTP 结合
形式相互作用，从而在到达晚期内体/溶酶体的囊泡运输过程和溶酶体的发生过
程中发挥着关键的作用。此外，Rabring7 与 RILP 不具有任何同源性，是一种新
的 RING 型 E3 泛素连接酶，并已被证实与乳腺癌的发生密切相关。 




据也显示 Rabring7 与 RILP 比与 Rab7 有更强的相互作用。因此，我们的工作可
能会为揭示乳腺癌发生的分子机理提供一些线索。   
我们在研究过程中发现，Rabring7 的过量表达会诱导 RILP 的降解。为了进
一步探索其背后的结构基础以及可能的调控机理，我们构建了一系列与 Rabring7
相关的真核表达载体，然后通过免疫荧光染色和免疫印迹技术分别研究了这些载
体是否会导致 RILP 降解以及它们与 RILP 可能存在的相互关系。我们的研究结
果显示，Rabring7 的氨基端结构域、羧基端结构域以及 RING 结构域对其诱导
RILP 降解均为必需。由此，我们推测 Rabring7 诱导 RILP 降解不仅依赖于它与






















RILP (Rab-interacting lysosomal protein) is a downstream effector of the small 
GTPase Rab7. It is involved in the regulation of late endocytosis through interacting 
with dynein-dynactin complex and shifting vesicles to the peri-Golgi region. 
Rabring7 is another target protein of Rab7. It has been found to bind the 
GTP-bound form of Rab7 and play crucial roles in vesicle traffic to late endosome 
/lysosome and lysosome biogenesis. Showing no homology with RILP, Rabring7 is 
also a novel RING-type E3 ligase, which has been proved to closely associate with 
breast cancer. 
Utilizing cDNA panels, we discovered that Rabring7 displays a nearly ubiquitous 
pattern of expression in various tissues examined, which suggests important roles it 
may play in diverse biological processes. According to some other phenomenon we 
have found before, we conjecture that RILP is possibly a kind of apoptosis-inducing 
factor. Moreover, we demonstrated that Rabring7 has even higher affinity for RILP 
than Rab7 by GST-Pull down assay. Consequently, our research work may contribute 
to further comprehension of the molecular pathogenesis of breast cancer.   
In our study, we found that the over-expression of Rabring7 would lead to RILP 
degradation. In order to explore the underlying structural basis and possible 
mechanism, we constructed a series of clone protein expression vectors and then 
employed techniques of Immunofluorescence and Western Blotting to investigate the 
possible relationship between different Rabring7s and RILP. Our data show that the 
N-terminal half, C-terminal half, RING domain of Rabring7 are all necessary for it to 
induce RILP degradation. Therefore, we speculate that this process depends on not 
only the interaction between Rab7 and Rabring7 but also Rabring7’s E3 ligase 
activity. 
 





















1.1 RILP 简介 
真核细胞的生长、发育、分裂、分泌等生命过程都伴随着蛋白质在各个细胞
器之间的运输，这个过程是通过囊泡运输的方式进行的。Rab 小分子 GTP 酶家
族是细胞内囊泡运输的关键调控因子[1-7]。在哺乳动物细胞中，已有超过 60 种













Cecilia Bucci 等采用 Northern blot 技术研究了 RILP 在几种不同的人类组织
中的表达情况。他们将RNA Master探针与一个包含RILP的完整的ORF的1800bp 
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平的良好调控。 






Rab7 相互作用的 C33 克隆，之后以之为探针筛选了一个 Hela cDNA 文库分离出
了 RILP 的全长克隆。该 cDNA 长 1814bp，包含一个 401 氨基酸的编码序列，分
子量大约为 45kDa[9]。Wang T.等通过对两种与 RILP 的氨基酸序列具有显著同源
性的蛋白质 RLP1（RILP-like protein 1）和 RLP2（RILP-like protein 2）的研究，
进一步发现了在 RILP 分子中，由 272 到 333 位的 62 个氨基酸残基组成的区域





Wu M.等对 RILP-Rab7 相互作用的空间结构模型的研究发现，RILP 分子中
结合 Rab7 的 241 到 320 位氨基酸残基所组成的区域折叠成了一个长的 α-螺旋 1
和一个短的 α-螺旋 2，它们由一个非常紧密的环连接，在与 Rab7 相互作用的过
程中形成了一个紧密的同源二聚体，在相反的两面分别结合了一个 Rab7-GTP 分
子，两个 α-螺旋均参与了与 Rab7 的相互作用。研究者们推测在 RILP 与 Rab7 相
互作用的过程中，RILP 和 Rab7 形成了 Rab7-RILP2-Rab7 的复合体。如图 1-1 所
示，在这个复合体的相互作用面，尽管每个 Rab7-GTP 分子均与两个 α-螺旋区域
相互作用，但这两个螺旋来自于两个不同的 RILP 分子。此外，α-螺旋 1 的 N 端















图 1-1. Rab7-RILP2-Rab7 复合物的空间结构[18] 
Fig.1-1. Structure of the complex of Rab7-RILP2-Rab7 [18] 
1.1.3 RILP的生物学功能 
    Rab7 是小分子 GTP 酶家族中的一员，在胞吞过程中负责调控到达降解细胞
器的囊泡运输过程。RILP 是 早被发现的 Rab7 的下游效应因子，它可以与 Rab7
的 GTP 结合形式即其活性形式特异并直接相互作用，而且后者可以将前者募集
到晚期内体和溶酶体膜上。Rab7T22N 是 Rab7 的显性负相突变体，它会使细胞
核周围的溶酶体弥散开来，而过量表达 RILP 则可以逆转这一现象。过量表达的
RILP 会导致晚期内体和溶酶体在细胞核周围聚集，与过量表达 Rab7WT 和
Rab7Q67L 产生的现象相同。 
研究者们通过观察 LDL 和 EGF 的内化和降解发现，与 Rab7 相同，RILP 并
不影响胞吞过程的早期。然而，当过量表达 RILP-C33 时，LDL 和 EGF 的降解
都受到了强烈的抑制，与过量表达 Rab7 的显性负相突变体时产生的现象相同，
这说明 RILP 在调控到达降解细胞器的胞吞过程中起到了十分关键的作用。一系
列的实验结果显示 Rab7 和 RILP 在调控晚期胞吞过程中是连续产生作用的，而
且 RILP 是 Rab7 的下游效应因子[9]。 近，Wyroba E 等在单细胞真核生物草履
虫中发现了 RILP、Rab7 和 LAMP-2 的同源分子，并发现三者与其吞噬体的成熟
有关[20]。 
蛋白质分选入 MVB 需要三个内体分选复合体的运输，即 ESCRT(endosomal 













Rabring7 诱导 RILP 降解及其可能机制研究 
4 
ESCRT-II、ESCRT-III。在酵母菌中，ESCRT-II 由 Vps(vacuolar protein sorting)22p、
Vps25p 和 Vps36p 形成。Wang T.等发现过量表达的 RILP 可以将原本定位于细胞
质中的 VPS22 和 VPS36 募集到细胞核附近，而且 VPS22 和 VPS36 分别与 RILP
的 N 端区域和 C 端区域发生相互作用。此外，RILP 可以改变 MVB 的形态，使
其体积增大并簇化。在研究 EGF 的内化和降解过程中发现，过量表达的 RILP
或其 C 端片段可以显著抑制 EGF 的降解过程。这一系列的研究结果表明，RILP










人研究发现，RILP 需要与 Rab7 的 GTP 结合形式相互作用，从而使晚期内体和
溶酶体在 MTOC 周围发生簇化，而且 RILP 会使 Rab7 停留在与囊泡相结合的活
化形式。进一步的研究发现，RILP 的过量表达可以将功能性的动力蛋白-动力蛋







RILP 对溶酶体的作用不会受到布雷菲德菌素 A 或噻氨酯哒唑的影响[16]。 
1.1.4.3 与自身相互作用 
笔者在前面已经提到，RILP 在与 Rab7 作用的过程中会形成同源二聚体。
Anna Maria Rosaria Colucci 等在研究这一问题时，采用了酵母双杂交筛选和免疫
















构[13]。这种作用形式也存在于其他几种 Rab 蛋白与其相互作用的因子中。 
1.2 泛素化修饰与蛋白质的囊泡运输 






哺乳动物细胞中的许多细胞表面受体，包括EGFR (epidermal growth factor 
receptor，上皮生长因子受体)、PDGFR (platelet derived growth factor receptor，血
小板衍生的生长因子受体)、IL1-R (interleukin 1 receptor，白介素1受体)和TrkA 















表面出现。在酵母菌中，当营养素运载蛋白如 Fur4p 和 Gap1p 的底物过量时，它
们就会通过泛素化被直接下调[59-61]。 后，泛素也可以通过使蛋白质被运输入形
成 MVBs 的内腔囊泡中促使蛋白质被分选入内体腔中[62,63]。这三条依赖于泛素的



























Tom 1，Tollip Vps36/Eap45，STAM 和 GGAs 1–3，它们分别通过 UIM，SH3，
GAT，CUE，NZF 和 GLUE 结构域与泛素结合[70]。 
表1-1. 胞吞受体蛋白的泛素结合结构域[49] 















UBA 45–55 Ede1p, Cbl-b PM, early endosome 
CUE 42–43 Vps9P/Rabex-5, Vps9p, Tollip Early endosome 
UEV ~145 Vps23p/Tsg101 MVB 
GAT 135 Gga/GGA, Tom1 Early endosome, TGN 
GLUE ~135 Eap45 MVB 



































货物蛋白的直接识别相关[79,80]。有趣的是，Eps15 也已被发现可以与 STAM 和
Hrs 形成复合物，而这两种蛋白是与 ESCRT 复合物相关的内体蛋白，会参与膜
蛋白进入 MVB 内腔的分选[81-83]。因此，Epsin 和 Eps15 可以作为全能分子在许
多分选过程中发挥它们的泛素结合能力和调控能力。 
在酵母菌中，依赖泛素的从 TGN 到内体的蛋白质分选需要 GGA 蛋白，它
们通过 GAT 结构域中的基序与泛素结合。GGA 的丢失或者 GGAs 导致的泛素结
合的丢失都会瓦解这个分选过程[84]。动物细胞中的 GGAs 是否同样可以介导泛
素化的蛋白从 TGN 分选入内体已经被明确证实了。在哺乳动物细胞中，溶酶体
膜蛋白 LAPTM5 的运输需要 GGA3 和泛素化，但是 LAPTM5 从 TGN 运输到内
体并不需要泛素化[85]，而是需要一个可以结合泛素的 UIM 结构域和一个可以结





MVB 内部。其中包括 Hrs/STAM 复合物、GGA3、TOM1/Tollip 复合物以及




















GGA3 部分定位于内体，可以结合泛素并影响泛素化的 EGFR 的分选[88]。GAT
结构域的突变会阻断 GGA3 与泛素的结合，继而大大影响 EGFR 的运输。但是，
这些突变也阻断了与其他 GAT 相关因子的相互作用。Tom1 蛋白家族的成员
(Tom1, Tom1L1, Tom1L2)也可能是这类复合物，因为它们可以结合泛素，与其他
泛素结合蛋白相互作用并定位于内体，而且在植物和盘基网柄菌属中都可以找到
同源物[89-91]。敲除 Tom1 家族蛋白会增强起源于 PDGFR 的信号转导并减弱泛素
化的 IL-1R 的降解[92,93]。Tom1 也与另一个内体的泛素结合蛋白 Tollip 相互作用。
Tollip 需要其与泛素结合的 CUE 结构域影响泛素化的 IL-1R 运输至溶酶体[93]。
所有这些复合物都可以与网格蛋白结合，从而使得它们可以定位在内体上网格蛋
白富集的亚结构域，而这些亚结构域被认为是蛋白质分选入内腔中囊泡的基地
[89,94-96]。所有这些复合物均与 ESCRT-I 复合物的一个泛素结合亚基 TSG101 相互
作用。ESCRT-I 和 ESCRT-II 复合物定位于内体，在酵母菌中对于 MVB 的发生
是必需的。至少在酵母菌中，ESCRT-I 可以与 ESCRT-II 相互作用形成一个超级
复合物。一个可能的模型是如 Hrs/STAM 或 Tollip/Tom1 这样的泛素结合复合物
可以将它们的泛素-货物蛋白转移到 ESCRT-I/II 复合物，继而使它们被分选入
MVB 内腔的囊泡中。但是，Vps23p/TSG101（酵母菌和动物的 ESCRT-I 中结合




Vps36p/Eap45 的 GLUE 结构域结合泛素的模型，它们与泛素结合的功能也有待
进一步的研究[97,98]。 
在酵母菌中的研究确定了一系列由 MVB 的发生所必需的、E 型的 Vps 蛋白
组成的 ESCRT 蛋白复合物。缺失 ESCRT-I 的一个组分 TSG101 会使动物细胞产


















毒出芽、EGF 之类的配体运输到溶酶体以及泛素化的膜蛋白如 MHC-I 的降解均
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